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(54) Title: METHOD OF PREPARING ARABINONUCLEOTTDES 

(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR HERSTELLUNG VON ARAB INONUKLEOTIDEN 
(57) Abstract 

Described is a method of preparing arabinonu- 
cleo tides of general formula (I), in which X is a hy- 
drogen or fluorine atom. The method is character- 
ized in that an arabinonucleoside of general formula 
(ID, in which X is as denned above, is fermented 
with a microorganism capable of phosphorylating 
nucleosides, the fermentation being carried out in 
the presence of an aryl phosphate of general formula 
(III), in which Y is a hydrogen atom or a nitro group 
and the two Z groups are both hydrogen atoms or 
both alkali-metal atoms. 

(57) Zusammenfassung 

Pin Verfahren zur Hers te Hung von Arabi- 
nonukleotiden der allgemeinen Formel (I), worin X 
ein Wasserstoffatom oder ein Fluoratom darstellt 
wird beschrieben, welches dadurch gekennzeich- 
net ist, da£ man ein Arabinonukleosid der allge- 
meinen Formel (H), worin X die oben genannte Be- 
deutung besitzt, in Gegenwart eines Arylphosphats 
der allgemeinen Formel (ID), worin Y ein Wasser- 
stoffatom oder eine Nitrogruppe und Z zwei Wasser- 
stoffatome oder zwei Alkalimetallatome symbol- 
isiert, mit einem zur Phosphorylierung von Nude* 
osiden befahigten Mikroorganismus fermendert 
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Verfahren zur Herstellung von Arabinonukleotiden 



Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von Arabinonukleotiden der 
allgemeinen Formel I 

^2 
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(I), 
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wonn 

X ein Wasserstoffatom oder ein Fluoratom darstellt, welches dadurch gekennzeichnet 
ist, da6 man ein Arabinonukleosid der allgemeinen Formel II 

*2 





(II), 



H OH 

worin X die oben genannte Bedeutung besitzt, in Gegenwart eines Arylphosphats 
der allgemeinen Formel III 




(III), 



worin 

Y ein Wasserstoffatom oder eine Nitrogruppe und 

Z zwei Wasseistoffatome oder zwei Alkalimetallatome symbolisiert, 

mit einem zur Phosphorylierung von Nucleosiden befahigten Mikroorganismus 

fermentiert. 
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Die Arabinonucleotide der allgemeinen Fonnel I, das 9(5-0-Phosphono-(J-D- 
arabinofuranosyl)-9-H-purin-6-amin (=Vidarabinphosphat) und das 2-Huor-9-(5-0- 
phosphono-0-D-arabinofuranosyl)-9H-purin-6-amin (=Fiudarabinphosphat) sind 
bekanntlich phannakologisch wirksame Substanzen, die sich durch eine antivirale und 
cylostatische Wirksamkeit auszeichnen (EP-A 317,728 und WO 9209604), 

Nach den bekannten Verfahren werden diese Verbindungen durch Phosphorylierung der 
entsprechenden Nucleoside hergestellt (Bull, of th. Chem. Soc. Japan 42, 1969, 3505- 
3508), New Journal of Chem. 1JL 1987, 779-785 und WO 9209604). Bei diesem 
Verfahren erhalt man stark verunreinigte Rohprodukte, deren Aufreinigung sehr 
aufwendig und verlustreich sind. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren ermoglicht es, diese Substanzen in relativ einfacher 
Weise in wesentlich reinerer Form zu synthetisieren, als dies mittels der vorbekannten 
Verfahren moglich ist. 

Dies ist fur den Fachmann uberraschend. Aus den Untersuchungen von Koji Misugi et al. 
(Agr.Biol.Chem. 28, 1964, 586-600) ist zwar schon lange vorbekannt, daB man das 
Nucleosid Inosin mikrobiologisch phosphorylieren kann, man muBte aber erwarten, daB 
man bei der Phosphorylierung der Nucleoside der allgemeinen Fonnel II wesentlich 
ungunstigere Ergebnisse erzielen wurde. Dies insbesondere aus zwei Grunden: 
Aus den Arbeiten v on Koji Mitsugi et al. ist bekannt, daB man bei der Phosphorylierung 
von Inosin oft Gemische isomerer Nucleotide erhalt Es war demzufolge zu erwarten, daB 
man bei der Phosphorylierung der Nucleoside der allgemeinen Fonnel II im gleichen - 
wenn nicht sogar im verstarkten MaBe Isomerengemische erhalten wurde. 

Es ist bekannt, daB Adenosin im Kdrpeistofftvechsel unter Desamierung und Oxidation 
abgebaut wird (Rompps Chemie-Lexikon, 8te Auflage, Franckh'sche Verlagshandlung, 
Stuttgart (DE) 65) und es war demnach zu befurchten, daB bei der mikrobiologischen 
Umsetzung der Adenin-Derivate der allgemeinen Fonnel II zumindest partiell ebenfalls 
ein Abbau der Verbindungen eintreten wurde. 

Wie eigene Versuche, die mit dem auch von Koji Mitsugi et al. erwahnten 
Mikroorganismus Pseudomonas trifolii (IAM 1309 nach einer Unteisuchung des DSM- 
Identifikationsdienstes ist seine ist er heute als Pantoeaagglomerans eingeordnet) treten die 
geschilderten befurchteten Nachteile bei der Phosphorylierung der Nucleoside der 
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allgemeinen Formel II nicht auf, sondern die Reaktion scheint sogar noch gunstiger zu 
verlaufen als diejenige des Inosins. 



Mit hoher Wahrscheinlichkeit kann das erfindungsgemaBe Verfahren nicht ur mit dem 
getesteten Mikroorganismus Pseudomonas trifolii (IAM 1309), sondern auch mit anderen 
Mikroorganismen, die von Koji Mitsugi et al. als zur Phosphorylierung von Nucleosiden 
als geeignet beschrieben sind, durchgefuhrt werden. Es sind dies beispielsweise die 
Mikroorganismen: 

Pseudomonas trifolii IAM 1543 und IAM 1555 

Pseudomonas perlurdia IAM 1589, IAM 1600, IAM 1610 und IAM 1627, 
Pseudomonas melanogenum F-ll, 

Alcaligenes visco lactis ATCC 9039 und IFM AN- 14, 
Achromobacter superficialis IAM 1433 
Flavobacterium lactis IFM F101 

Flavobacterium fuscum IAM 1181 
Flavobacterium flavescens IFO 3085 
Flavobacterium breve IFM S-15 

Serracina marcescens IAM 1022, IAM 1065, IAM 1067, IAM 1104, IAM 

1135, IAM 1161, IAM 1205, IAM 1223, IAM 1703 

und weitere Mikroorganismen, die in dieser Publikation aufgefuhrt sind. 



Das erfindungsgemaBe Verfahren muB, um eine ausreichende Phosphorylierung der nur 
sehr aufwendig herstellbaren Arabinonucleoside der allgemeinen Formel II zu eizielen, in 
Gegenwart eines groBen Uberschusses an einem Phosphatdonator durchgefuhrt werden. 
Geeignete Phosphatdonatoren sind unter anderem Arylphosphate, wie das Phenylphosphat 
oder das p-Nitrophenylphosphat. Ublicherweise verwendet man pro mol umzusetzendem 
Nucleosid 2-5 mol Phosphatdonator. 
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Da die in Bakterien vorkommenden Proteasen meist alkalische Proteasen sind, die 
Zinkproteine darstellen und meist Magnesiumionen zur Entfaltung ihrer Wirksamkeit 
benotigen, ist es zweckmaBig, die Umsetzung in Gegenwart von 0,2 bis 4,0 % eines 
wasserldslichen Zinksalzes, wie zum Beispiel Zinksulfat-Dihydrat oder gegebenenfalls 
auch in Gegenwart von 0,01 bis 0,3 % eines wasserloslichen Magnesiumsalzes, wie 
Magnesiumsulfat-Heptahydrat durchzufuhren. 



Abgesehen von den genannten Bedingungen kann das erfindungsgemaBe Verfahren unter 
den gleichen Bedingungen durchgefuhrt werden, die man ublicherweise bei der 
Fermentation von Substraten mit Bakterienkulturen anwendet. Die Bakterienkultur wird in 
einem geeigneten Medium angezuchtet, das Substrat und die Hilfsstoffe zugesetzt und die 
Kultur unter Ruhren und Beluften fermentiert bis eine maximale Substratumwandlung 
erreicht wird. 



Wendet man dieses Verfahen an, so erhalt man in der Regel Fermentationsbriihen, bei 
denen das Verfahrensprodukt nur schwer vom Fermentationsmedium abtrennbar ist. 



Deshalb erscheint es in der Regel zweckmaBiger, die Reaktion unter den Bedingungen des 
resting-cell-Verfahrens durchzufuhren. Zu diesem Zwecke werden die Bakterienkulturen 
in einem ublichen Medium angezuchtet, die Bakterien durch Zentrifugieren abgetrennt, 
gewaschen, eventuell gefriergetrocknet - urn sie lagerfahig zu machen - in einer 
isotonischen Pufferlosung resuspendiert, mit Substrat und Hilfsstoffen versetzt und bei 20 
bis 40°C fermentiert, bis eine maximale Substratumwandlung erreicht ist. Unter diesen 
Gegebenheiten bereitet die Aufbereitung des Ansatzes keine Schwierigkeiten, das 
Zellmaterial wird abzentrifugiert, der Uberstand eingeengt und das ausgefallene 
Verfahrensprodukt, welches durch leicht abtrennbares Ausgangsmaterial veiunreinigt sein 
kann, abfiltriert. 



Die nachfolgenden Ausfuhrungsbeispiele dienen zur Erlauterung des erfindungsgemaBen 
Verfahrens: 
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Beispiel 1 

a) Eine Petrischale mit einem Medium enthaltend 

1 % Pepton 

0,2 % Hefeextrakt 

0,1 % Magnesiumsulfat-Heptahydrat und 
1,5 % Agar 

- eingestellt auf pH 7.0 - 

wird mit einer Trockenkultur von Pseudomonas trifolii IAM 1309 beimpft und 16 Stunden 
bei 30° lang inkubiert. 

b) Ein 2 1 Erlenmeyerkolben mit 1 1 Mediums enthaltend 

1 % Pepton 

0,2 % Hefeextrakt und 

0,1 % Magnesiumsulfat-Heptahydrat 

- eingestellt auf pH 7 - 

wird mittels einer 6se mit der gemaB a) hergestellten Vorkultur beimpft und 16 Stun den 
lang bei 30°C mit 180 Umdrehungen pro Minute inkubiert. Dann werden die Zellen 15 
Minuten lang mit 6000 Umdrehungen pro Minute bei 10°C abzentrifiigiert, mit 200 ml 
einer 0,02%igen wassrigen Kaliumchloridlosung gewaschen, in 20 ml einer 0,02%igen 
wassrigen Kaliumchloridlosung suspendiert, bei -20°C eingefroren und 20 Stunden lang 
gefriergetrocknet. Zum Gebrauch werden die gefriergetrockneten Zellen bei 
Raumtemperatur gelagert. 

c) In Schraubflaschen werden in 0,5 M Natriumacetatpuffer von pH 4,5 pro 1 

2,0 g 2-Fluor-9-(p-DAxabonofuranosyl)-9H-purin-6-amin, 
0,12 g Zinksulfat-Dihydrat, 
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1,0 g gemaB Beispiel lb hergestellte gefriergetrocknete Pseudomonat 
trifolii IAM 1309 Kulturund 

8,0 g Dinatrium-p-nitrophenylphosphat 

eingetragen und die Reaktionsmischen 40 Stunden lang bei 40°C mit 60 Umdrehungen pro 
Minute geschuttelt. 

Dann zentrifugiert man die Zellen mit 8000 Umdrehungen pro Minute ab, engt den 
Ubeistand im Ratitionsverdampfer bei maximal 50°C auf 1/20 des urspriinglichen 
Volumens ein, filtriert das abgeschiedene Rohprodukt ab, wascht es mit Wasser und 
trocknet es 24 Stunden lang bei 100°C und lOOOOPa. 

Laut HPLC Analyse des erhaltenen Rohprodukts sind bei diesem Versuch ca. 50% 2- 
Fluor-9-(5-0-phosphono-p-D-arabinofuranosyl)-9Hpurin-6-amin gebildet worden. 



Beispiel 2 

Unter den Bedingungen des Beispiels lc, aber unter Zusatz von 16g/l Dinatrium-p- 
nitrophenylphosphat anstelle von 8g/l werden 2.0 g/1 2-nuor-9(p-D-arabinofuranosyl)-9H- 
purin-6-amin 40 Stunden lang bei 40°C mit 60 Umdrehungen pro Minute geschuttelt. Die 
Aufarbeitung der Reaktionsmischung erfolgt wie in Beispiel lc beschrieben und man 
erhalt ca. 60% 2-Fluor-9-(5-0-phosphono-p-D-arabinofuranosyl)-9H-purin-6-amin. 



Beispiel 3 

Unter den Bedingungen des Beispiels lc aber unter Zusatz von 40g/l Dinatrium-p- 
nitrophenylphosphat anstelle von 8g/l werden 2,0 g/1 2-Fluor-9(P-D-arabinofuranosyl)-9H- 
purin-6-amin 100 Stunden lang bei 40°C mit 60 Umdrehimgen pro Minute geschuttelt. Die 
Aufarbeitung der Reaktionsmischung erfolgt wie in Beispiel lc beschrieben und man 
erhalt ca. 85% 2-Fluor-9-(5-0-phosphono-p-D-arabinofuranosyl)-9-H-purin-6-amin. 
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Beispiel 4 

Unter den Bedingungen des Beispiels 1c aber unter Zusatz von 20g/l Dinatriumphenyl- 
phosphat anstelle von 8g/l Dinatrium-p-nitrophenylphosphat werden 2,0g/l 2-Fluor-9(j3-D 
arabinoftiranosyl)-9H-purin-6-amin 100 Stunden lang bei 40°C mit 60 Umdrehungen pro 
Minute geschuttelt. Die Aufarbeitung der Reaktionsmischung erfolgt wie in Beispiel lc 
beschrieben und man erhalt ca. 50% 2-Fluor-9-(5-O-phosphono-0-D-arabinofuranosyl)- 
9H-purin-6-amin. 



Beispiel 5 

Unter den Bedingungen des Beispiels 4 aber unter Zusatz von 30g/l Dinatrium- 
phenylphosphat anstelle von 20g/l werden 2,0g/l 2-Fluor-9-(fi-D-arabinofuranosyl)-9H- 
purin-6-amin umgesetzt, aufbereitet und man erhalt 60% 2-Fluor-9-(5-0-phosphono-(J-D 
arabinofuranosal)-9-H-purin-6-amin. 



Beispiel 6 

Unter den Bedingungen des Beispiels 4 aber unter Zusatz von 40g/l Dinatrium- 
phenylphosphat anstelle von 20g/l werden 2,0g/l 2-Fluor-9-(P«D-arabinofurynosyl)-9H- 
purin-6-amin umgesetzt, aufbereitet und man erhalt 70% 2-Fluor-9-(5-0-phosphono-p-D- 
arabinofaranosyl)9-H-purin-6-amin. 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zur Herstellung von Arabinonukleotiden der allgemeinen Formel I 




H OH 



worin 

X ein Wasserstoffotom oder ein Fluoratom darstellt, welches dadurch 
gekennzeichnet ist, dafi man ein Arabinonukleosid der allgemeinen Formel II 




(ID, 



H OH 



worin X die oben genannte Bedeutung besitzt, in Gegenwart eines Arylphosphats 
der allgemeinen Formel III 




(in), 



worin 

Y ein Wasserstoffatom oder eine Nitrogruppe und 

Z zwei Wasserstoffatome oder zwei Alkalimetallatome symbolisiert, 
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mit einem zur Phosphorylierung von Nucleosiden befahigten Mikroorganismus 
fermentiert. 



2. Verfahren zur Herstellung von Arabinonukleotiden der allgemeinen Formel I 
gemaB Patentanspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dBa man die Fermentation in 
Gegenwart eines wasserloslichen Zink(II)-salzes durchfuhrt. 

3. Verfahren zur Herstellung von Arabinonucleotiden der allgemeinen Formel I 
gemafi Patentanspruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, daB man die Fermentation 
unter den Bedingungen des resting cell-Verfahrens durchfuhrt. 

4. Verfahren zur Herstellung von Arabinonukleotiden der allgemeinen Formel I 
gemaB Anspruch 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dBa man zur Fermentation einen 
Mikroorganismus der Spezies Pseudomonas trifolii verwendet. 

5. Verfahren zur Herstellung von Arabinonukleotiden der allgemeinen Formel I 
gemaB Patentanspruch 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB man zur Fermentation 
einen Mikroorganismus der Spezies Pseudomonas trifolii IAM 1309 verwendet. 
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